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Abstract
AIM: To investigate the inductive effect of tumor 
necrosis factor-α (TNF-α) on the expression of 
matrix metalloproteinase-2 (MMP-2) and matrix 
metalloproteinase-9 (MMP-9) in gastric cancer 
cells.

METHODS: Gastric cancer cells were stimu-
lated by exogenous TNF-α and the cells without 
stimulation served as controls. The contents of 
MMP-2 and MMP-9 in the supernatant fluid of 
gastric cancer cells were measured by enzyme-
linked immunosorbnent assay (ELISA). The 
expression of MMP-2 and MMP-9 mRNA were 
detected by reverse transcription-polymerase 
chain reaction (RT-PCR). Western blot was used 
to detect the expression of MMP-2 and MMP-9 
protein in gastric cancer cells..

RESULTS: Following stimulation with 1, 10 and 
100 mg/L TNF-α, the contents of MMP-2 (8.24 ± 
1.36, 23.65 ± 3.45, 14.83 ± 2.54 ng/L) and MMP-9 

(12.47 ± 2.66, 34.12 ± 6.78, 23.31 ± 4.45 ng/L) in 
the supernatant fluid of gastric cancer cells were 
increased significantly as compared with those 
in the control group (MMP-2: 1.56 ± 0.23 ng/L; 
5.25 ± 0.89 ng/L; all P < 0.01). After 16 hours of 
stimulation with TNF-α, the contents of MMP-2 
and MMP-9 in the supernatant fluid reached the 
peak values, which were 23.65 ± 3.45 and 34.12 ± 
6.78 ng/L, respectively. MMP-2 and MMP-9 ex-
pression were up-regulated both at mRNA and 
protein level.

CONCLUSION: TNF-α can up-regulate the ex-
pression of MMP-2 and MMP-9 in gastric cancer 
cells.
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摘要
目的: 探讨肿瘤坏死因子α(TNF-α)对胃癌细
胞基质金属蛋白酶2(MMP-2)和基质金属蛋白
酶9(MMP-9)表达的诱导作用. 

方法: 以外源性TNF-α作用于胃癌细胞. 未经
TNF-α作用的胃癌细胞作为对照. 采用ELISA
法检测胃癌细胞培养上清液中M M P-2和
MMP-9蛋白的含量. 采用RT-PCR检测胃癌细
胞MMP-2 mRNA和MMP-9 mRNA的表达状
况. 采用Western blot检测胃癌细胞内MMP-2
蛋白和MMP-9蛋白含量. 

结果: 不同浓度(1, 10和100 mg/L)的TNF-α作
用胃癌细胞后, 胃癌细胞上清液中MMP-2的
含量分别为8.24±1.36, 23.65±3.45和14.83±
2.54 ng/L, 均显著高于对照组(1.56±0.23 ng/L, 
P <0.01); MMP-9的含量分别为12.47±2.66, 
34.12±6.78和23.31±4.45 ng/L, 亦均明显高

®

■背景资料
尽管TNF-α被认
为能够导致肿瘤
发生溶血性坏死, 
然而更多的证据
却显示TNF-α在
促进肿瘤发生、

发展的过程中起
到重要作用. 另有
研究显示, 基质金
属蛋白酶家族中
部分成员与多种
恶性肿瘤的侵袭
性和转移性增强
有关. 
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于对照组(5.25±0.89 ng/L, P <0.01), 其中以10 
mg/L TNF-α作用时升高最为显著. TNF-α作用
胃癌细胞16 h后, 上清液中MMP-2和MMP-9
含量达到峰值, 分别为23.65±3.45和34.12±
6.78 ng/L. 胃癌细胞MMP-2 mRNA和MMP-9 
mRNA表达明显增强, 胃癌细胞内MMP-2和
MMP-9蛋白表达亦明显增多.

结论:  T N F-α可上调胃癌细胞M M P-2和
MMP-9表达.

关键词�� 胃癌; 肿瘤坏死因子α; 基质金属蛋白酶2; 

基质金属蛋白酶9; 酶链免疫吸附试验; 逆转录-聚

合酶链反应; 蛋白印迹
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0  引言

胃癌作为人类最常见的肿瘤之一, 常于诊断前

侵入肌层并发生转移[1], 因此患者的5 a生存率较

低, 具有较高的死亡率. 基质金属蛋白酶(MMPs)
家族成员中的MMP-9和MMP-2能有效的分解

基底膜的主要成分IV型胶原蛋白, 两者的过度

表达常引起胃癌的转移侵袭能力增强[2-3]. 众多

的研究显示, TNF-α参与了部分胃癌的发生、

发展过程[4-5], 与胃癌的的侵袭转移能力具有相

关性. 我们采用外源性TNF-α刺激胃癌细胞, 同
时对MMP-2和MMP-9表达情况进行检测, 分析

TNF-α对胃癌细胞MMP-2和MMP-9表达的影响, 
以探讨TNF-α在胃癌进展过程中的作用.

1  材料和方法

1.1 材料 人类胃癌细胞系SGC-7901由中国医科

大学肿瘤研究所惠赠. 细胞培养于RPMI1640培
养基中, 其中含有100 mL/L肽牛血清, 青霉素 
(100 IU/mL)及链霉素(100 mg/L). TNF-α购买于

美国Sigma公司. MMP-2和MMP-9 ELISA试剂盒

购自英国Biotrak Amersham公司. RNA PCR3.0
试剂盒及TRIzol试剂均购自于TaKaRa公司. 所
有检测均重复4次.
1.2 方法 
1.2.1 RNA提取 采用TRIzol法, 具体方法按其说

明进行.
1.2.2 逆转录聚合酶链反应(RT-PCR) 取1 mg 
SFRP1 RNA, 采用随机9引物法和AMV逆转录

酶合成cDNA. 循环条件为: 30℃, 10 min; 42℃, 

25 min; 99℃, 5 min; 5℃, 5 min, 共1个循环. 
MMP-2的PCR引物序列分别为: 上游5'-GTGCC
AAGGTGGAAATCAGAG-3'; 下游5'-AAGGTT
GAAGGAAACGAGCGA-3'. 循环条件为: 94℃, 
2 min, 1个循环. 94℃, 30 s; 60℃, 30 s; 72℃, 2 
min, 共30个循环. MMP-9的PCR引物序列分别

为上游5'-GTCTTCCCCTTCGTCTTCCT-3', 下游

5'-ACCCCACTTCTTGTCAGCGT-3'. 循环条件

为: 94℃, 2 min, 1个循环. 94℃, 30 s; 60℃, 30 s; 
72℃, 2 min, 共30个循环.
1.2.3 ELISA测定培养胃癌细胞上清中MMP-2和

MMP-9蛋白的含量 具体操作按其说明书进行.
1.2.4 蛋白印迹(Western blot) 取蛋白20 mg, 100 g/L 
SDS-PAGE凝胶电泳, 常规转膜, 加抗MMP-2, 
MMP-9的多克隆抗体(1∶1000), 4℃过夜后, 加
辣根过氧化物酶标记兔抗羊Ⅱ抗(1∶1000). 放
射自显影后凝胶成像分析系统分析.

统计学处理 用SPSS11.0统计软件进行方差

分析和t检验.

2  结果

2.1 不同浓度TNF-α作用下胃癌细胞上清液中

MMP-2和MMP-9含量变化 分别采用1, 10和100 
mg/L TNF-α作用胃癌细胞, 未经TNF-α作用的细

胞作为对照. 16 h后, 采用ELISA法检测胃癌细

胞上清液中MMP-2和MMP-9的含量. 结果显示, 
在不同浓度的TNF-α作用下, 胃癌细胞上清液中

MMP-2和MMP-9含量均显著增加(P <0.01), 其
中以10 mg/L TNF-α作用胃癌细胞时, MMP-2和
MMP-9增加最为显著(表1). 
2.2 TNF-α作用下不同时间胃癌细胞上清液中

MMP-2和MMP-9含量变化 以10 mg/L的TNF-α
作用胃癌细胞, 在1, 4, 16和24 h后分别收集上

清. 采用ELISA法对上清液中MMP-2和MMP-9
含量进行检测. 结果显示, TNF-α作用后, 随着

时间的推移, MMP-2和MMP-9的含量增加显著

表 1 不同浓度TNF-α对胃癌细胞上清液中MMP-2和
MMP-9含量的影响(mean±SD, ng/L)

     
TNF-α(mg/L)                     MMP-2                         MMP-9  

0(对照)                       �.56±0.23                 5.25±0.8����      

�                                8.24±�.36b              �2.47±2.66b

�0                            23.65±3.45b              34.�2±6.78b       

�00                          �4.83±2.54b              23.3�±4.45b  

bP<0.0� vs  对照.

■创新盘点
本 文 首 次 分 析
了TNF-α对胃癌
细 胞 M M P - 2 和
M M P - 9 表 达 的
影响 .  结果发现 , 
TNF-α能够上调
MMP-2和MMP-9
表达, 提示TNF-α
在胃癌发生、发
展过程中具有重
要作用. 
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(P <0.01), 而峰值出现在16 h后. 
2.3 TNF-α对胃癌细胞MMP-2 mRNA和MMP-9 
mRNA表达的影响 采用浓度为10 mg/L的TNF-α
作用于胃癌细胞, 于16 h后收集细胞并采用RT-
PCR对MMP-2 mRNA和MMP-9 mRNA表达进

行检测. 同时, 对未经TNF-α作用的胃癌细胞

MMP-2 mRNA和MMP-9 mRNA进行检测, 以作

为对照. 运用凝胶成像分析系统进行半定量分

析, 以MMP-2, MMP-9与b-actin的条带积分吸光

度比值表示MMP-2 mRNA和MMP-9 mRNA的

表达水平. 结果显示, 经TNF-α作用后, 胃癌细胞

MMP-2 mRNA和MMP-9 mRNA表达均明显增

强(图1). 
2.4 TNF-α对胃癌细胞MMP-2和MMP-9蛋白表

达的影响 采用浓度为10 mg/L的TNF-α作用于

胃癌细胞, 于16 h后收集细胞并采用Western blot
对MMP-2蛋白和MMP-9蛋白表达进行检测. 同
时, 对未经TNF-α作用的胃癌细胞MMP-2蛋白

和MMP-9蛋白进行检测, 以作为对照. 凝胶成像

分析系统对条带进行积分吸光度分析. 用积分

吸光度与条带面积的乘积对蛋白表达进行半定

量分析. 结果显示, 经T N F-α作用后, 胃癌细

胞MMP-2蛋白和MMP-9蛋白表达均明显增强

(图2). 

3  讨论

目前, 越来越多的证据显示炎症反应是肿瘤发

生过程中的一个重要因素[6-7]. 作为Ⅰ类致癌原, 
幽门螺杆菌感染导致的慢性炎症则被认为是胃

癌发病的重要原因之一. 幽门螺杆菌常诱导胃

内黏膜TNF-α表达增多[8-10], 后者可有效抑制胃

酸的分泌[11], 进一步促进幽门螺杆菌生长, 导致

炎症的发生. 尽管TNF-α被认为能够导致肿瘤发

生溶血性坏死, 然而更多的证据却显示, TNF-α
在促进肿瘤发生、发展的过程中起到重要作用. 
例如, 在动物实验中, 肿瘤诱导剂TPA等可诱导

多个器官出现TNF-α基因表达增加[12]. TNF-α本
身也是一个肿瘤诱导剂, 他能诱导BALB/3T3细
胞出现恶性转化[13]. 此外亦有实验证明, TNF-α
缺乏小鼠可抵抗TPA等诱导的小鼠皮肤肿瘤出

现[14]. 这些证据均表明, TNF-α是促进胃癌发

生、发展的一个重要的细胞因子.

图 1 TNF-α对胃癌细胞MMP-2 mRNA和MMP-9 mRNA
表达的影响. A: TNF-α对MMP-2 mRNA表达的影响; B: 

TNF-α对MMP-9 mRNA表达的影响; C: MMP-2, MMP-9

与b-actin积分吸光度比值; 1: TNF-α作用胃癌细胞; 2: 对照

胃癌细胞; bP<0.01 vs  对照.
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图 2 TNF-α对胃癌细胞MMP-2蛋白和MMP-9蛋白表达的
影响. A: TNF-α对MMP-2蛋白表达的影响; B: TNF-α对

MMP-9蛋白表达的影响; C: MMP-2和MMP-9积分吸光度

与条带面积乘积; 1: TNF-α作用胃癌细胞; 2: 对照胃癌细胞; 
bP<0.01 vs  对照.
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■同行评价
本文研究了TNF- 
α 对 胃 癌 细 胞
MMP-2和MMP-9
表达的诱导作用, 
方法尚可, 结论可
信, 有一定实际价
值.

MMP-2

b-actin

1         2A

MMP-9

b-actin

1         2B

MMP-2

1                  2A

MMP-9

1                  2B

表 2 不同时间胃癌细胞上清液中MMP-2和MMP-9含
量的变化(mean±SD, ng/L)

     
时间(h)                       MMP-2                               MMP-9   

�                           2.2�±0.46                      3.76±0.88       

4                         ��.33±�.78b                   �8.55±3.26b       

�6                       23.65±3.45b                   34.�2±6.78b     

24                       �4.44±�.67b                   20.57±4.46b   

bP<0.0� vs  � h组.
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作为一种常见的恶性肿瘤, 胃癌致死率在

癌症中占第2位. 其较高的致死率常与其较早发

生侵袭转移有关. 研究显示, 基质金属蛋白酶家

族中部分成员与多种恶性肿瘤的侵袭性和转移

性增强有关[15-23]. 金属基质蛋白酶能够降解基底

膜和细胞外基质中的主要成分胶原, 从而使肿

瘤细胞可以浸润到周围组织并向远处转移. 因
此胃癌常于诊断前侵入肌层并发生转移, 患者

的5 a生存率较低, 具有较高的死亡率. 有证据显

示, TNF-α可诱导多种细胞表达MMPs, 参与了

多种疾病的发病过程. 例如, TNF-α能诱导肺上

皮细胞[24]MMP-9表达, 参与了肺结核的发病过

程. 周围神经损伤, TNF-α亦可调节施旺细胞表

达MMP-9. TNF-α也可促进支气管平滑肌细胞

和小肠上皮细胞[25]表达MMP-9. 肺上皮细胞、

血管内皮细胞[26]及成纤维细胞[27-28]在TNF-α作
用下MMP-2表达亦增加. 有证据显示, TNF-α对
MMPs的诱导作用主要是通过MAPK信号系统

介导的NF-kB激活, 例如TNF-α即可通过该通路

上调血管平滑肌细胞MMP-9的表达[29-30]. 
本实验结果显示, TNF-α可上调胃癌上皮

细胞MMP-2和MMP-9的表达, 且在10 mg/L时
MMP-2和MMP-9表达达到峰值. 实验结果亦显

示, 在TNF-α作用后16 h左右, MMP-2和MMP-9
表达最多. 由于在胃癌患者中, TNF-α高表达常

引起肿瘤早期出现侵袭和转移, 其机制亦可能

与MMPs表达上调有关. 我们实验的结果进一

步证实, TNF-α参与了胃癌的进展过程. 关于

TNF-α对胃癌细胞MMP-2和MMP-9的诱导作用

的具体机制则有待于进一步研究.
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• 消息 •

关于2006年度山西省期刊质量评估结果的通报

本刊讯 为推动期刊出版事业的繁荣和发展, 中共山西省委宣传部、山西省新闻出版局、山西省科学技术厅

共同组织了2006年度期刊质量评估工作. 此次参评的为2005年度山西省出版的196种期刊, 其中, 社科期刊110

种、科技期刊86种. 评估结果如下: 一级(优秀)期刊共88种, 其中社科期刊42种, 科技期刊46种, 包括世界胃肠

病学杂志和世界华人消化杂志; 二级期刊共103种, 其中社科期刊64种, 科技期刊39种; 三级期刊共5种, 其中社

科期刊4种, 科技期刊1种.  (中共山西省委宣传部、山西省新闻出版局、山西省科学技术厅 2007-01-30)、山西省新闻出版局、山西省科学技术厅 2007-01-30)山西省新闻出版局、山西省科学技术厅 2007-01-30)、山西省科学技术厅 2007-01-30)山西省科学技术厅 2007-01-30) 2007-01-30)2007-01-30)


